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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
A  Plevnati ječmen sorte Sandra 
 
A520  Absorbanca pri valovni dolžini 520 nm 
 
A734  Absorbanca pri valovni dolžini 734 nm 
 
A765  Absorbanca pri valovni dolžini 765 nm 
 
ABTS   2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina 
 
AO  Antioksidant 
 
B  Plevnati ječmen sorte Hyvido 
 
C  Goli ječmen sorte AF Cesar 
 
DPPH  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal 
 
DPPH2  2,2-difenil-1pikrilhidrazin 
 
FC  Folin-Ciocalteujev reagent 
 
ROS  Reaktivne kisikove zvrsti (Reactive oxygen species) 
 
TE  Ekvivalent Troloksa (Trolox equivalent) 
 
Troloks 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina
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1 UVOD 
 
Ječmenova zrna so bogat vir antioksidantov. Predhodne raziskave so pokazale, da 
vsebujejo različni kultivarji ječmena več antioksidantov od pšenice, rži ali ovsa (Žilić in 
sod., 2011). Antioksidanti v ječmenu niso enakomerno razporejeni po celotnem zrnu, 
ampak se nahajajo predvsem v zunanjih plasteh, kar so dokazali z analizo vsebnosti v 
frakcijah pripravljenih z brušenjem ječmena (Madhujith in sod., 2006). Analize tako 
pripravljenih frakcij so tudi pokazale, da se vsebnost v frakcijah golega (Blandino in sod., 
2015) in plevnatega (Van Donkelaar in sod., 2015) razlikujeta. 
 
Cilj diplomske naloge je s kombinacijo mletja na kamen in ločevanja delcev na osnovi 
velikosti pripraviti frakcije in v teh frakcijah določiti vsebnost ekstraktabilnih 
antioksidantov. 
 
Hipoteze: 
 Vsebnost antioksidantov se bo v posameznih mlevskih frakcijah razlikovala. 
 Frakcije iz golega in plevnatega ječmena se bodo razlikovale tako v absolutni 
vsebnosti antioksidantov kot tudi v relativnem razmerju med frakcijami. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ANTIOKSIDANTI IN RADIKALI 
 
Radikali (tudi prosti radikali) so snovi, ki imajo na zunanji elektronski ovojnici ne sparjen 
elektron, kar povzroča njihovo nestabilnost. V bioloških vzorcih so zelo pomembni 
radikali, ki imajo v svoji strukturi kisikove atome. V to skupino uvrščamo superoksidne, 
hidroksilne, peroksilne, alkoksilne in hidroperoksilne radikale (Fang in sod., 2002), ki jih 
uvrščamo v skupino reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). ROS lahko nastanejo v encimsko 
ali ne encimsko kataliziranih reakcijah. Eden od procesov, ki lahko vodi v nastanek ROS je 
elektronska transportna veriga (Blokhina in sod., 2003). Za preprečevanje in zaviranje 
oksidativnega stresa, ki ga povzročajo ROS, so nam na voljo encimi in antioksidanti, ki 
proste radikale stabilizirajo oziroma upočasnijo nastanek novih radikalov. Po eni definiciji 
so antioksidanti snovi, ki že v majhnih koncentracijah v primerjavi s substratom znatno 
zavrejo ali preprečijo oksidacijo substrata (Halliwell in Gutteridge, 1995). Ljudje naj bi s 
hrano do neke mere lahko uravnavali količino prostih radikalov v telesu in sicer kot 
preventivo ali kot uživanje hrane, ki vsebuje veliko antioksidantov (Diplock in sod., 1998).  
 
Veliko se je raziskovalo na področju antioksidantov v sadju in zelenjavi. Manj pozornosti 
je bilo posvečeno antioksidantom v žitih, čeprav se v zadnjem času pojavlja vse večje 
število raziskav tudi na to temo. Najpomembnejši antioksidanti v žitih so fenoli, 
karotenoidi in vitamin E (Liu, 2007). Fenolne spojine so vključene v mnoge ključne 
fiziološke procese pri rastlinah, pomembno vlogo imajo tudi pri razmnoževanju. Povečan 
prehranski vnos fenolnih spojin naj bi po nekaterih študijah blagodejno vplival na zdravje 
in obrambo proti srčno žilnim boleznim. Karotenoidi se v naravi pojavljajo kot pigmenti, 
imajo pa tudi antioksidativne lastnosti. Morda najbolj znan antioksidant je vitamin E, ki se 
v rastlinah pojavlja v večjem številu strukturno podobnih spojin. Pri žitih se nahaja 
predvsem v kalčkih. Za njegovo antioksidativno delovanje je odgovorna prosta hidroksilna 
skupina na aromatskem obroču, ki odda vodikov atom in s tem stabilizira prej omenjene 
ROS (Liu, 2007). 
 
2.2 ANTIOKSIDANTI V JEČMENU 
 
Ječmen je eno najpomembnejših žit na svetu. Za pšenico, rižem in koruzo je četrto po 
količini pridelave. Danes se ga pretežno uporablja kot krmo za živali ali predelavo v 
ječmenov slad za izdelavo piva. Proizvajajo ga predvsem na področjih z manj ugodnimi 
vremenskimi razmerami in slabšo kakovostjo zemlje (Akar in sod., 2004). Ječmenova zrna 
so bogat vir antioksidantov. Predhodne raziskave so pokazale, da vsebujejo različni 
kultivarji ječmena več antioksidantov od pšenice, rži ali ovsa (Žilić in sod., 2011). Ječmen 
naj bi med vsemi žiti vseboval največ spojin, ki jih uvrščamo med vitamin E 
(Ehrenbergerová in sod., 2006). Ugotovljeno je bilo tudi, da antioksidanti niso enako 
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razporejeni po celotnem zrnu, ampak da zunanji sloji vsebujejo več antioksidantov kot 
notranjost zrna (Zhou in sod., 2004; Madhujith in sod., 2006). V eni od raziskav so 
ugotovili, da zunanji sloj ječmena (večinoma alevronska plast celic) lahko vsebuje do 85 
krat več fenolnih spojin kot bela pšenična moka, in 15 krat več kot notranjost zrna 
(Blandino in sod., 2015). Količinsko najbolj zastopani antioksidanti v ječmenu so fenolne 
spojine in vitamin E. Na sliki 1 je predstavljen prečni prerez zrna s kalčkom, endospermom 
in zunanjimi deli: 
 
 
Slika 1: Vzdolžni prerez ječmenovega zrna (Arendt in Zannini, 2013) 
Velik vpliv na vsebnost antioksidantov v ječmenu naj bi imela genotip posamezne vrste in 
način skladiščenja po žetvi. Vsebnost je povezana tudi z barvo in prisotnostjo pleve (Do in 
sod., 2015). Pri tibetanskem ječmenu so potrdili nekaj večjo vsebnost antioksidantov (AO) 
v črno obarvanem ječmenu; po metodi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) je imel 
črni ječmen za 4 % večjo vsebnost AO kot modri ječmen in za 12 % večjo vsebnost kot 
beli ječmen (Lin in sod., 2018). V nasprotju s temi rezultati, so Suriano in sodelavci (2018) 
v Italiji ugotovili, da ima največ antioksidantov beli ječmen, sledita mu modri in črni. Beli 
ječmen je v raziskavi v Italiji (Suriano in sod., 2018) vseboval 25 % AO več kot so določil 
Lin in sodelavci (2018). Modri in črni ječmen pa imata vrednosti nižje. Tudi genotip in 
okolje rasti sta pokazala svoj vpliv na vsebnost antioksidantov v raziskavi vključujoč 8 vrst 
ječmena v Italiji (Cavallero in sod., 2004). Skladiščenje ima različen vpliv na določeno 
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vsebnost AO v ječmenu; študija 25 različnih genotipov ječmena je pokazala, da se po štirih 
mesecih vsebnost vitamina E zmanjša za od 6 % do 34 % (Do in sod., 2015). 
  
2.3 METODE DOLOČANJA VSEBNOSTI ANTIOKSIDANTOV 
 
Za določanje antioksidantov v želenih vzorcih se lahko uporablja več različnih metod, 
odvisno od narave analiziranega vzorca. Metode se lahko delijo na in vivo in in vitro. Na 
voljo je vsaj nekaj deset metod, po katerih se ravna večina raziskav. Raziskovalci v ta 
namen največkrat uporabljajo metodo, ki temelji na radikalu DPPH. Reakcijski mediji v 
katerem se določa antioksidante se v študijah razlikujejo. Uporabljajo se različna topila, 
najpogosteje metanol, etanol, voda, pufri in različne mešanice topil (Alam in sod., 2013). 
V diplomski nalogi smo vsebnost antioksidantov določali z radikaloma DPPH in ABTS 
(2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina), ter s Folin-Ciocalteujevim (FC) 
reagentom. 
 
2.3.1 ABTS 
 
ABTS je stabilen prosti radikal modro-zelene barve, ki se ob prisotnosti reducenta reducira 
(sprejme elektron) in razbarva, saj nastali produkt ne absorbira v vidnem delu spektra. 
Absorbanco se meri pri valovni dolžni 734 nm. Zaradi enostavnosti uporabe se metoda z 
radikalom ABTS pogosto uporablja pri analizi vsebnosti antioksidantov (Huang in sod., 
2005; Alam in sod., 2013). Prednost ABTS-a je, da reakcija z antioksidanti večinoma 
poteče hitro, ter da je topen tako v vodi kot v organskih topilih (Prior in sod., 2005; 
Grobin, 2016). Nekateri avtorji navajajo, da v času od dodatka vzorca k raztopini ABTS do 
časa vstavitve kivete v spektrofotometer reakcija že poteče do konca (Arts in sod., 2004). 
 
 
Slika 2: Struktura ABTS radikala (Prior in sod., 2005) 
2.3.2 DPPH 
 
Molekula DPPH je stabilen prosti radikal. Zaradi delokalizacije elektrona je DPPH stabilen 
in absorbira v vidnem delu spektra. Raztopine DPPH so vijolično obarvane, koncentracijo 
radikala pa določamo z merjenjem absorbance pri 520 nm. Ko DPPH reagira s substratom, 
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ki lahko odda vodikov atom ali elektron, se razbarva, saj nastali 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin 
(DPPH2) slabše absorbira v vidnem delu spektra. Reakcija poteka toliko časa, dokler je v 
raztopini prisoten DPPH oziroma antioksidanti, ki ga lahko reducirajo (Molyneux, 2004). 
 
 
Slika 3: DPPH radikal (levo) in stabilna molekula DPPH2 (desno) (Molyneux, 2004). 
 
2.3.3 Folin-Ciocalteujev reagent 
 
Folin-Ciocalteujev reagent se uporablja kot sredstvo za določanje fenolnih spojin v vzorcu, 
meri pa reducirajočo moč substrata. Vse fenolne spojine reagirajo s FC reagentom, prav 
tako pa reaktivnost kažejo tudi tiolni derivati, beljakovine in derivati vitaminov (Everette 
in sod., 2010). Med testi za vsebnost fenolnih spojin (FC) in antioksidantov (ABTS, 
DPPH) v vzorcih obstaja linearna korelacija (Huang in sod., 2005).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Diplomsko delo smo opravljali na Katedri za biokemijo in kemijo živil Oddelka za 
živilstvo na Biotehniški fakulteti. V okviru diplomskega dela smo zmleli tri vzorce 
ječmena (dva s plevo in enega brez), ter jih sejali skozi sita različnih velikosti. Po tem 
postopku smo poskušali dobiti več frakcij ječmenov z različno velikimi delci in različno 
sestavo. V nadaljevanju smo dobljenim frakcijam izmerili vsebnost antioksidantov. 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Vzorci 
 
Vzorci ječmenov Sanda in Hyvido so bili po žetvi do mletja hranjeni v posebnih vrečah za 
zrnje v temi na sobni temperaturi, medtem ko je bil ječmen AF Cesar do mletja shranjen na 
temnem v komori na 0 °C.  
 
3.1.1.1 Vzorec A 
 
Vzorec A je ječmen sorte Sandra podjetja Agrosaat, letnik 2018. Ječmen je klasificiran kot 
ozimni in dvoredni, vzorec je imel tudi plevo. Agrosaat navaja, da je zrnje izredno debelo 
in da so pridelki zrnja odlični. Dobra naj bi bila tudi krmna vrednost. Sorta je tolerantna na 
virus pritlikavosti ječmena (Agrosaat, 2017). 
 
3.1.1.2 Vzorec B 
 
Gre za hibridni ječmen s plevo sorte Hyvido, ki ga je razvilo podjetje Syngenta. 
Proizvajalci trdijo, da je ječmen bolj odporen na sušo, večji naj bi bil pa tudi pridelek na 
hektar. Ječmen, ki smo ga mleli je iz leta 2018 in vsebuje plevo (Syngenta, 2019) 
 
3.1.1.3 Vzorec C 
 
Vzorec C je izdelek podjetja Agrotest Fyto, cv. AF Cesar, ki je bil registriran leta 2014. 
Ječmen, ki smo ga mleli, je bil pridelan leta 2017 in je edini goli ječmen v diplomski 
nalogi. 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
Pri poskusu smo uporabljali naslednjo laboratorijsko opremo:  
 Mlin na kamen (Osttiroler, TYP A130), 
 sejalnik (Osttiroler), 
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 sita za sejalnik (velikosti rež 124, 140 in 250 μm), 
 kompresor za stisnjen zrak, 
 tehtnica (KERN 572-43), 
 kroglični homogenizator (Retsch, MM 400), 
 analitska tehtnica (Mettler Toledo), 
 vodna kopel, 
 centrifuga (Centric 200), 
 termoblok (FALC Instruments), 
 vrtinčnik (Vibromix), 
 UV-VIS spektrofotometer (HP 8453 UV-VIS), 
 hladilnik (+4 °C), 
 zamrzovalnik (-20 °C). 
 
3.1.3 Pribor 
 
 Centrifugirke (15 mL, 50 mL iz polipropilena), 
 avtomatske pipete (Eppendorf, 100 μL, 1 mL, 5 mL), 
 nastavki za pipete, 
 mikrocentrifugirke (1,5 mL iz polipropilena), 
 kivete (1,5 mL iz polistirena), 
 spatule in žličke, 
 steklovina, 
 štoparica. 
 
3.1.4 Kemikalije 
 
 DPPH (Sigma-Aldritch), 
 ABTS (Sigma-Aldritch), 
 Folin-Ciocalteaujev reagent (Sigma-Aldritch), 
 Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina) (Sigma-
Aldritch), 
 metanol (Merck), 
 aceton (Merck), 
 natrijev karbonat (Merck), 
 miliQ voda, 
 500 mM acetatni pufer, pH 5, 
 manganov (IV) oksid. 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Mletje in frakcioniranje ječmena 
 
Vsak posamezni vzorec ječmena smo zmleli z mlinom na kamen (Osttiroler TYP 130). Pri 
vseh mletjih smo uporabili enak razmak med mlinskima kamnoma. Po prvem mletju smo 
ječmen presejali skozi sito velikosti 124 μm, ki je bilo vstavljeno v sejalnik proizvajalca 
Osttiroler. Iz prvega sejanja smo dobili dve frakciji (delce velikosti do 124 μm in delce 
večje od 124 μm). Mlin in sejalnik smo nato prepihali s stisnjenim zrakom, da smo 
odstranili ostanke moke, in zagotovili enake razmere v vseh fazah procesa. Sledilo je drugo 
mletje, pri katerem smo mleli frakcijo 2, v kateri so bili delci večji od 124 μm (manjši 
delež smo pustili za analizo). Po drugem mletju smo ječmen ponovno sejali, tokrat skozi 
sita velikosti 124 μm, 140 μm in 250 μm in frakcije ponovno stehtali. Tako smo dobili še 
štiri dodatne frakcije. Iz posameznih zateht smo določili masno bilanco mletja in sejanja. 
Shema mletja in frakcioniranja je prikazana na sliki 4. 
 
 
Slika 4: Shema mletja in frakcioniranja ječmena 
 
3.2.2 Homogenizacija vzorcev 
 
Vzorce smo po mletju stehtali in ustrezno količino (4 g) homogenizirali v krogličnem 
homogenizatorju Retsch MM 400. Za homogenizacijo smo izbrali kroglice premera 15 
mm. V par brusilnih posodic smo zatehtali po 2 g istega vzorca, dodali 3 kroglice, ter 
homogenizirali 1 minuto pri frekvenci 30 s
-1
. Po homogenizaciji prvega vzorca smo 
brusilne posodice in kroglice sprali z destilirano vodo in posušili, ter postopek ponovili za 
vsako frakcijo. Vzorce smo shranili v 15 mL centrifugirkah in jih ustrezno označili ter 
hranili v temi največ en teden do analize. 
0: Ječmen 
(prvo mletje) 
1: < 124 μm 
2: > 124 μm 
2-1: < 124 μm 
2-2:  
124 – 140 μm 
2-3:  
140 – 250 μm 
2-4: > 250 μm 
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3.2.3 Priprava vzorcev za določitev vsebnosti antioksidantov 
 
Za določitev antioksidantov v vzorcih smo v dve 2 mL cetrifugirki zatehtali 150 mg 
homogenizirane frakcije in prilili 1,5 mL mešanice, pripravljene iz 20 % mQ vode in 80 % 
acetona. Vsak vzorec smo dobro premešali na vrtinčniku. Ekstrakcija je potekala 20 minut 
v vodni kopeli pri temperaturi 40 °C (vzorce smo med ekstrakcijo večkrat na roko 
pretresli). Po 10 minutah smo vzorce še dodatno premešali na vrtinčniku in vrnili v kopel. 
Po ekstrakciji smo vzorce 10 minut centrifugirali pri hitrosti 10.000 obratov na minuto. 
Supernatant smo odpipetirali v 1,5 mL mikrocentrifugirke in ga označenega shranili pri 
temperaturi -20 °C do analize. 
 
3.2.4 Priprava reagentov 
 
3.2.4.1 DPPH reagent 
 
V 50 mL centrifugirko smo zatehtali 12 mg DPPH in jih raztopili v 30 mL metanola, tako 
smo dobili osnovno raztopino ~1 mM, ki smo jo pri poskusih razredčili do ustrezne 
koncentracije (Hodnik, 2014). 
 
3.2.4.2 ABTS reagent 
 
V čašo smo zatehtali 25 mg reagenta ABTS in dodali 70 mg manganovega dioksida ter 10 
ml mQ vode. Vsebino čaše smo 1 uro mešali v temi in nato nekaj sekund centrifugirali. Po 
centrifugiranju smo raztopino filtrirali skozi 0,45 μm filter in tako pripravljen reagent 
hranili v hladilniku do uporabe (Grobin, 2016). 
 
3.2.4.3 Folin-Ciocalteujev reagent  
 
Standardno raztopino Folin-Ciocalteujevega reagenta smo razredčili z mQ vodo v razmerju 
1:2 (1 mL FC + 2 mL mQ vode). Tako pripravljeno raztopino smo porabili v roku 1 ure. 
 
3.2.5 Določitev antioksidantov v frakcijah ječmena 
 
3.2.5.1 Metoda DPPH 
 
V 1,5 mL centrifugirki (paralelki) smo prenesli 50 μL vzorca (nekaj minut pred analizo 
smo ga vzeli iz zamrzovalnika) in dodali 450 μL 500 mM acetatnega pufra pH 5. Nato smo 
dodali 500 μL ustrezno razredčene raztopine DPPH (absorbanca raztopine pri 520 nm ~2). 
Za slepi vzorec smo namesto reagenta DPPH dodali 500 μL metanola, za referenčni vzorec 
pa namesto vzorca 50 μL 80 % acetona. Vzorce smo nato 60 minut inkubirali pri 25 °C in 
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jih prenesli v 1,5 mL kivete. Spektrofotometer smo umerili na vrednost nič s slepim 
vzorcem in izmerili absorbance pri valovni dolžini 520 nm. 
 
3.2.5.2 Metoda ABTS 
 
Iz vsakega ekstrakta smo s pipeto prenesli 50 μL vzorca v dve 1,5 mL centrifugirki 
(paralelki) in dodali 450 μL 500 mM acetatnega pufra pH 5. Nato smo dodali še 500 μL 
predhodno razredčene raztopine ABTS (raztopina z absorbanco ~2 pri 734 nm). Pri slepem 
vzorcu smo namesto reagenta ABTS dodali 500 μL mQ vode. Za referenčni vzorec smo 
ekstrakt vzorca nadomestili s 50 μL 80 % acetona. Tako pripravljene vzorce smo nato 
inkubirali 60 min pri 25 °C. Po inkubaciji smo vsebino prenesli v 1,5 mL kivete in s 
spektrofotometrom izmerili absorbance pri valovni dolžini 734 nm. Spektrofotometer smo 
predhodno umerili na vrednost nič s slepim vzorcem. 
 
3.2.5.3 Metoda po Folin-Ciocalteujeu  
 
V 1,5 mL centrifugirki (paralelki) smo odpipetirali 50 μL vzorca in dodali 700 μL mQ 
vode ter 125 μL delovne raztopine FC reagenta. Za slepi vzorec smo namesto vzorca 
dodali 50 μL mQ vode. Raztopine smo nato dobro premešali na vrtinčniku in počakali 5 
minut. Po pretečenem času smo dodali 125 μL 20 % raztopine Na2CO3, ponovno premešali 
na vrtinčniku in inkubirali nadaljnjih 55 minut na 25 °C. Inkubaciji je sledilo prenašanje 
vzorcev v 1,5 mL kivete in merjenje absorbance na spektrofotometru pri valovni dolžini 
765 nm. Spektrofotometer smo predhodno umerili na vrednost nič s slepim vzorcem. 
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3.2.6 Umeritvene krivulje  
 
3.2.6.1 Umeritvena krivulja za Troloks z DPPH 
 
Za izdelavo umeritvenih krivulj smo si pripravili osnovno raztopino Troloks reagenta s 
koncentracijo 5 mM iz katere smo z razredčitvami z mQ vodo pripravili standardne 
raztopine s koncentracijami 100, 200, 300, 400, 500, 600 in 700 μM. Po 50 μL teh raztopin 
smo odpipetirali v mikrocentrifugirke in enako kot za vzorce dodali 450 μL acetatnega 
pufra in 500 μL raztopine DPPH. Končna koncentracija Troloksa v centrifugirkah je bila 0, 
5, 10, 15, 20, 25, 30 in 35 μM. Absorbanco smo nato izmerili pri valovni dolžini 520 nm. 
 
 
Slika 5: Umeritvena krivulja za vrednotenje vsebnosti antioksidantov v frakcijah ječmena z 
radikalom DPPH 
Iz umeritvene krivulje smo dobili enačbo premice, po kateri smo izračunali koncentracijo 
antioksidantov v frakcijah ječmena in jo ob upoštevanju razredčitev izrazili kot ekvivalent 
Troloksa (TE) na gram vzorca (μmol/g).  
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3.2.6.2 Umeritvena krivulja za Troloks z reagentom ABTS 
 
Kot pri postopku z reagentom DPPH smo si pripravili enake koncentracije Troloks 
reagenta in poskus izvedli v paralelkah po enakem postopku kot za vzorce (poglavje 
3.2.5.2). Standardne raztopine smo inkubirali pri enakih pogojih kot vzorce ter na enak 
način izmerili absorbanco pri 734 nm. 
 
 
Slika 6: Umeritvena krivulja za vrednotenje vsebnosti antioksidantov v frakcijah ječmena z 
radikalom ABTS 
 
3.2.6.3 Umeritvena krivulja za Troloks s FC reagentom 
 
 
Slika 7: Umeritvena krivulja za vrednotenje antioksidantov v frakcijah ječmena po metodi 
Folin-Ciocalteu 
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Pripravili smo si osnovno raztopino Troloksa s koncentracijo 5 mM iz katere smo z 
razredčitvami z mQ vodo pripravili standardne raztopine s koncentracijami 200, 400, 600, 
800, 1000 in 1200 μM. Postopek smo izvedli enako kot pri analiziranju vzorcev (poglavje 
3.2.5.3), prav tako smo si pripravili tudi paralelke. Absorbanco smo izmerili pri valovni 
dolžini 765 nm in enačbo premice uporabili za izračun antioksidantov kot ekvivalent 
Troloksa (μmol/g). 
 
3.2.7 Izračuni in obdelava podatkov 
 
Vsi testi so bili izvedeni v dvojnih paralelkah (dve zatehti za isto frakcijo in dve paralelki 
(pipetiranje) ekstraktov iz posamezne zatehte). Iz izmerjenih absorbanc smo nato iz 
umeritvenih krivulj izračunali dejansko vsebnost antioksidantov v vzorcih. Upoštevali smo 
razredčitve vzorcev in maso prvotne zatehte ter izračunali povprečje obeh paralelk. Po 
končanih izračunih in dobljenih dejanskih vrednostih smo frakcije še relativno ovrednotili 
glede na vsebnost antioksidantov v celotnem zrnu (vzorec z oznako 0).  
 
 
𝑇𝐸 𝑣 𝑘𝑖𝑣𝑒𝑡𝑖 (
𝜇𝑚𝑜𝑙
𝐿
) =  
 𝐴𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑎 −  𝐴𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐
𝑛𝑎𝑘𝑙𝑜𝑛 𝑢𝑚𝑒𝑟𝑖𝑡𝑣𝑒𝑛𝑒 𝑘𝑟𝑖𝑣𝑢𝑙𝑗𝑒
 
…(1) 
 
𝑇𝐸 𝑣 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑢 (𝜇𝑚𝑜𝑙) =  𝑇𝐸 𝑣 𝑘𝑖𝑣. (
𝜇𝑚𝑜𝑙
𝐿
) ∗ 𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑒𝑣 ∗ 𝑉 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑎 (𝐿) 
…(2) 
 
𝑇𝐸 𝑣 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢 (
𝜇𝑚𝑜𝑙
𝑔
) =  
𝑇𝐸 𝑣 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑢 (𝜇𝑚𝑜𝑙)
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑧𝑎𝑡𝑒ℎ𝑡𝑒 (𝑔)
 
…(3) 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 MASNI DELEŽI MLEVSKIH FRAKCIJ RAZLIČNIH SORT JEČMENA 
 
Preglednica 1: Masni deleži frakcij (%) po prvem in po drugem mletju. Frakciji 1 (<124 μm) in 2 (>124 μm ) 
predstavljata prvo mletje. Frakcije 2-1 (<124 μm), 2-2 (124-140 μm), 2-3 (140-250 μm )in 2-4 (>250 μm) 
predstavljajo drugo mletje oz. mletje frakcije 2. 
Ječmen\Frakcija 1  2 2-1 2-2 2-3 2-4 
Sandra 21,7 78,3 53,5 30,3 14,3 1,9 
Hyvido 44,8 55,2 50,9 24,5 20,8 3,8 
AF Cesar 29,5 70,5 36,9 26,8 28,2 8,1 
 
Po mletju smo posamezne frakcije stehtali in izračunali masne deleže, rezultati so 
predstavljeni v preglednici 1. Iz rezultatov je razvidno, da so deleži posameznih mlevskih 
frakcij plevnatih in golega ječmena različni. Po prvem mletju je bil delež manjše frakcije z 
delci manjšimi od 124 μm najmanjši pri plevnatem ječmenu Sandra (21,7 %), največji pa 
pri plevnatem ječmenu Hyvido (44,8 %). Po drugem mletju smo opazili manjše razlike 
med plevnatima ječmenoma, največja razlika je bila pri frakciji 2-2, kjer sta se deleža 
enakih frakcij razlikovali za 5,8 %. Opazili smo večjo razliko pri golem ječmenu (AF 
Cesar) v primerjavi s plevnatima. Pri plevnatih ječmenih je bila frakcija 2-1 50,9 % in 53,5 
% mase, pri AF Cesar le 36,9 %. Delež frakcije 2-3 je bil pri golem ječmenu večji v 
primerjavi s plevnatima, pri frakciji 2-4 smo opazili največjo relativno razliko. Pri golem 
ječmenu je frakcija 2-4 predstavljala 8,1 %  masnega deleža, pri plevnatih ječmenih pa le 
1,9 % in 3,8 %.  
 
4.2 VSEBNOST ANTIOKSIDANTOV V MLEVSKIH FRAKCIJAH PLEVNATEGA 
JEČMENA SORTE SANDRA 
 
Vsebnost antioksidantov v posameznih mlevskih frakcijah plevnatega ječmena Sandra se 
zelo razlikuje. Absolutne vrednosti, ki so podane kot ekvivalent Troloksa na gram vzorca 
se gibljejo med 7,0 in 46,0 μmol/g pri metodi DPPH, pri ABTS so nekoliko večje (9,7 in 
61,0 μmol/g), s Folin-Ciocaltejevim reagentom pa smo določili največje absolutne 
vrednosti (med 12,3 in 70,0 μmol/g). Vsebnosti AO v celotnem zrnu (19,0 μmol/g TE, 
določeno z DPPH) so večje od vrednosti, ki so bile prikazane v drugih študijah za druge 
sorte ječmena, kjer so znašale le okrog 11 μmol/g TE (Zhao in sod., 2008; Lin in sod., 
2018). Razlike v določeni vsebnosti antioksidantov bi poleg sortne značilnosti lahko 
pripisali tudi izboru topila v katerem je potekala reakcija, saj v prisotnosti pufra največkrat 
določimo večjo vsebnost antioksidantov, kot če reakcija z DPPH poteka samo v metanolu 
(Abramovič in sod., 2017). Po pričakovanjih je v mlevski frakciji 1A določena najmanjša 
vrednost in sicer znaša le 38 % (DPPH, FC) ali 39 % (ABTS) vrednosti določene za celo 
zrno oz. frakcijo 0A (sliki 8 in 9). V frakciji 2-1A, ki ravno tako kot 1A vsebuje delce 
manjše od 124 μm, smo prav tako določili manjšo vsebnost kot v polnozrnati moki (0A). 
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To smo pričakovali, ker sta frakciji 1A in frakciji 2-1A presejani skozi najmanjše sito, kar 
pomeni, da so v teh dveh frakcijah notranji deli zrna bogati predvsem s škrobom, kjer je 
najmanj antioksidantov.  
 
 
Slika 8: Vsebnost antioksidantov v mlevskih frakcijah plevnatega ječmena sorte Sandra 
določena po metodah DPPH, ABTS in Folin-Ciocalteu, izražena kot TE (μmol/g) 
Podobne rezultate so opazili pri frakcijah pšenice (Beta in sod., 2005), kjer se vsebnost 
fenolov od notranjosti proti zunanjosti povečuje. Pri frakciji 2-2A smo določili podobne 
vsebnosti AO kot pri frakciji 2A. Frakciji z največjimi delci (2-3A in 2-4A) vsebujeta 
največ antioksidantov. 
 
 
Slika 9: Relativna vsebnost antioksidantov v mlevskih frakcijah plevnatega ječmena sorte 
Sandra v primerjavi s polnozrnato moko (frakcija 0A) 
V primerjavi s polnozrnato moko je vsebnost v 2-3A večja za 115 % do 145 % ter v 2-4A 
za 77 % do 107 %. Različni delež povečanja vsebnosti antioksidantov določen z različnimi 
metodami v posamezni frakciji bi lahko nakazoval na razliko v kvalitativni sestavi frakcij 
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in posledično reaktivnosti antioksidantov. Da bi potrdili takšna predvidevanja, bi morali 
ekstrakte analizirati s tekočinsko kromatografijo. Iz slik 8 in 9 je razvidno tudi, da je v 
frakciji 2-4A manjša vsebnost antioksidantov kot v frakciji 2-3A, kar se sklada s 
predhodnimi ugotovitvami, da je vsebnost antioksidantov v plevi (Sandra je plevnati 
ječmen) nekoliko manjša kot v alevronski plasti zrnja (Zhou in sod., 2004). 
 
4.3 VSEBNOST ANTIOKSIDANTOV V MLEVSKIH FRAKCIJAH PLEVNATEGA 
JEČMENA SORTE HYVIDO 
 
Mletje in frakcioniranje plevnatega ječmena sorte Hyvido je pripeljalo do podobne 
distribucije antioksidantov v posameznih mlevskih frakcijah (slika 10) kot pri sorti Sandra. 
Sam ječmen ima nekoliko manjšo vsebnost antioksidantov (17 μmol/g TE; določeno z 
DPPH) kot sorta Sandra, a nekoliko večje vsebnosti v najbolj bogati frakciji (2-3B) in sicer 
47,9 μmol/g z metodo DPPH, 69,5 μmol/g po metodi ABTS in 83,3 μmol/g s Folin-
Ciocalteaujevo metodo, kar kaže na bolj učinkovito ločevanje. 
 
Slika 10: Vsebnost antioksidantov v mlevskih frakcijah plevnatega ječmena sorte Hyvido 
določena po metodah DPPH, ABTS in Folin-Ciocalteu, izražena kot TE (μmol/g) 
Morda najbolj opazna razlika med obema sortama je v frakciji 2-2, kjer je vsebnost AO pri 
sorti Hyvido (2-2B) tako absolutno kot relativno večja (slika 10) kot pri sorti Sandra (2-
2A). Kot že omenjeno je bila določena vsebnost AO v frakciji 2-3B znatno večja v 
primerjavi z 0B, relativno povečanje vsebnosti je med 177 % in 197 %. Na drugi strani ima 
frakcija 1B najmanjšo vsebnost antioksidantov (od 6,4 μmol/g do 13,4 μmol/g). Glede na 
robustnost in enostavnost metode ločevanja frakcij je ta v kontekstu antioksidantov kar 
učinkovita. Razmerje med AO v frakcijah 2-3B in 1B je tako 7,4 za DPPH, 7,8 za ABTS in 
6,2 za metodo FC. 
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Slika 11: Relativna vsebnost antioksidantov v mlevskih frakcijah plevnatega ječmena sorte 
Hyvido v primerjavi s polnozrnato moko (frakcija 0B) 
Razlike v razmerju vsebnosti antioksidantov določenih z različnimi metodami kažejo tudi 
na določene razlike v sestavi antioksidantov v posameznih frakcijah. Prav tako ima frakcija 
1 pri vzorcu B povprečno najnižjo vsebnost antioksidantov izmed vseh frakcij pri vseh 
vrstah ječmena (od 6,4 μmol/g do 13,4 μmol/g).  
4.4 VSEBNOST ANTIOKSIDANTOV V MLEVSKIH FRAKCIJAH GOLEGA 
JEČMENA SORTE AF CESAR 
 
Vzorec AF Cesar je bil edini ječmen, ki ni imel pleve oziroma ga uvrščamo med gole 
ječmene. Polnozrnata moka (frakcija 0C) ima podobne vsebnosti AO (TE od 17 do 26 
μmol/g) kot smo jih določili pri obeh sortah ječmenov z lusko (slika 12). Tudi pri frakciji 
 
 
Slika 12: Vsebnost antioksidantov v mlevskih frakcijah golega ječmena sorte AF Cesar 
določena po metodah DPPH, ABTS in Folin-Ciocalteu, izražena kot TE (μmol/g) 
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1C ni bilo opaziti znatnih sprememb, tako pri dejanskih kot pri relativnih vsebnostih v 
primerjavi z ostalima sortama. Posledično ima tudi frakcija 2C podobne relativne 
vsebnosti, ki smo jih določili pri prejšnjih vzorcih, relativna zvečanja so med 29 % in 33 % 
(slika 13). Večje razlike smo določili v sestavi frakcij, ki smo jih dobili s sejanjem po 
drugem mletju. Zmanjšanje vsebnosti antioksidantov v frakciji 2-1C v primerjavi s 
polnozrnato moko je precej bolj izrazito kot pri plevnatih ječmenih, kar kaže na bolj 
učinkovito ločitev s škrobom bogatih notranjih delov zrna. Tudi frakcija 2-2C se razlikuje 
od plevnatih ječmenov, saj je vsebnost antioksidantov manjša in zelo podobna polnozrnati 
moki.  
 
 
Slika 13: Relativna vsebnost antioksidantov v mlevskih frakcijah golega ječmena sorte AF 
Cesar v primerjavi s polnozrnato moko 
Največje razlike med mlevskimi frakcijami ječmenov z lusko in golim ječmenom AF 
Cesar smo ugotovili v frakcijah z velikostjo delcev od 140 do 250 μm in delcev večjih od 
250 μm.Za goli ječmen velja, da frakcija 2-3C vsebuje manj antioksidantov, medtem ko je 
frakcija 2-4C najbolj bogata z AO. Dejstvo, da je vsebnost v frakciji z največjimi delci pri 
golem ječmenu največja, lahko pripišemo odsotnosti pleve, ki ima malo antioksidantov in 
prispeva k manjši vsebnosti antioksidantov pri plevnatem ječmenu.  
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5 SKLEPI 
 
V okviru diplomskega dela smo v mlevskih frakcijah dveh sort plevnatega ječmena in eni 
sorti golega ječmena določili vsebnost antioksidantov po metodah DPPH, ABTS in Folin-
Ciocalteu. Na osnovi rezultatov analiz smo potrdili obe zastavljeni hipotezi. Med 
frakcijami smo opazili velike razlike v vsebnosti antioksidantov, razlikovale so se tudi 
posamezne frakcije plevnatih in golega ječmena.  
 Razmerja vsebnosti antioksidantov v najbolj bogati in revni frakciji so med 5,1 in 
7,8 ter so odvisna tako od sorte kot od izbrane metode. Manjše razlike smo določili 
tudi v vsebnosti antioksidantov v polnozrnatih mokah analiziranih sort.  
 Največja razlika v mlevskih frakcijah plevnatega in golega ječmena je v vsebnosti 
antioksidantov v frakciji z največjimi delci (>250 μm), kjer smo za kultivar AF 
Cesar določili največjo vsebnost, medtem ko smo za obe sorti plevnatega ječmena 
(Sandra in Hyvido) največjo vsebnost določili v frakcijah z manjšimi delci (140-
250 μm). 
  
Kozamernik M. Primerjava vsebnosti antioksidantov v frakcijah plevnatega in golega ječmena.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
20 
6 POVZETEK 
 
Z diplomsko nalogo smo nameravali preveriti, ali lahko s kombinacijo mletja na kamen in 
ločevanja delcev po velikosti pripravimo moke, ki se razlikujejo v vsebnosti 
antioksidantov. Uporabili smo zaporedno mletje z mlinom na kamen (najprej smo zmleli 
celotno zrno, pri drugem mletju pa frakcijo z delci večjimi od 124 μm) in frakcionacijo na 
osnovi velikosti s siti različnih velikosti in pridobili moke z različno velikostjo delcev 
(<124 μm, 124-140 μm, 140-250 μm in >250 μm). Vsebnost antioksidantov smo nato 
določali s tremi metodami: z radikaloma DPPH in ABTS ter s Folin-Ciocalteujevim 
reagentom. Umeritvene krivulje za izračun dejanske vsebnosti smo pripravili z modelnim 
antioksidantom Troloksom.  
 
Ugotovili smo, da z izbrano metodologijo lahko pripravimo moke z velikimi razlikami v 
vsebnosti antioksidantov. Razmerje v vsebnosti antioksidantov v posameznih mlevskih 
frakcijah ječmenov s plevo (Sandra in Hyvido) je podobno. Najvišje vrednosti smo določili 
za frakciji 2-3 (velikost delcev med 140 in 250 μm), ki naj bi vsebovala večji delež zunanje 
plasti semena (alevronsko plast celic). Vsebnost v primerjavi s polnozrnatimi mokami je 
bila večja tudi za 200 %. Pri vzorcu golega ječmena (sorta AF Cesar) smo potrdili 
drugačna razmerja v vsebnostih AO v posameznih frakcijah, medtem ko večjih razlik v 
celotnem zrnu (frakcija 0) ni. Izstopale so predvsem frakcije po drugem mletju. Tako je 
frakcija z najmanjšimi delci <124 μm vsebovala manj antioksidantov, kot pri plevnatih 
ječmenih, na drugi strani pa je frakcija z največjimi delci (>250 μm) vsebovala največ 
antioksidantov. Ugotovljene razlike so najverjetneje povezane s prisotnostjo plev pri 
plevnatih ječmenih. Izpostaviti je potrebno tudi masno bilanco frakcioniranja, saj so z 
antioksidanti bogate frakcije predstavljale le manjši del izhodnega materiala: frakcija 2-3A 
kultivarja Sandra 11,0 %, frakcija 2-3B kultivarja Hyvido 11,4 % in frakcija 2-4C 
kultivarja AF Cesar le 5,7 %. 
 
Potrdili smo obe zastavljeni delovni hipotezi; frakcije so se med seboj zelo razlikovale po 
vsebnosti antioksidantov, prav tako pa so se med seboj razlikovale tudi posamezne frakcije 
golega ječmena in ječmenov s plevo. 
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